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細胞を用いた。培養は，10 %ウシ胎児血清，1 %ペニシリン-スト レプトマイシン（PS）を含むMinimum 
Essential Medium Eagle Alpha Modification（α-MEM）を用いて，37 ̊C，5 %，CO2存在下で行った。5〜
9継代の細胞を実験に用いた（岡山大学研究倫理審査委員会:承認番号：研 1609-002）。顕微鏡下で観察
を行う際には，10% FBS，1% PSを含有し，フェノールレッド非含有のα-MEMを用いた。 
2. 伸展刺激：周期的伸展刺激をヒト歯根膜細胞へ加えるため，を用いた。0.3 mg/mL Cellmatrix®�Type I-C
で 30分間コーティングした PDMS（polydimethylsiloxane）製のストレッチチャンバ （ーサイズ：20×20 
mm）に，上記 1の記載にしたがって培養した細胞を 1×105個の濃度で播種し，2日間培養後，周期的






0.3 mg/mL Cellmatrix®�Type I-Cで 30分間コーティングしたカバーガラス（No.1，直径 22 mm）に，上

















8. miRNA マイクロアレイ：上記 7 の結果にて細胞の形態変化の見られた時点の miRNA 発現解析を行っ
た。伸展刺激に関しては刺激負荷 6時間後，静水圧刺激に関しては，刺激負荷 5分後に静置培養 1時間
後に RNAを抽出し解析を行った。マイクロアレイの実施は DNAチップ研究所に依頼し，データ解析
には，Gene Spring解析ソフト（Agilent Technologies）を用いた。実験で得られたデータの正規化処理後，
20 パーセンタイル以上の発現量，変動係数（標準偏差を平均値で割った値: CV（Coefficient of Variation））
が 50% 以下のフィルタリングを実施した。2 条件（伸展刺激あり，伸展刺激なし，静水圧刺激あり，
静水圧刺激なし）をパラメトリックと仮定し，Moderated T-test, Benjamini-Hochberg FDR法を用いて，
P値 0.05以下，Fold Change値 2以上のサンプルのみ検出した。 
【結果】 











































































細胞の形態変化の見られた時点の miRNA発現解析を行ったところ，伸展刺激時では 39 個の miRNAの発
現量が有意に増加し，6個の miRNAの発現量が有意に減少した。静水圧刺激時では有意に変化した miRNA
は検出されなかった。これらの結果からヒト歯根膜細胞は伸展方向に対して 60˚〜75˚に配向することで歯
を支持することが示唆された。 
以上のように，本研究は静水圧刺激がヒト歯根膜細胞の細胞形態に及ぼす変化をリアルタイムで観察し
たものであり，得られた結果は機械刺激によるヒト歯根膜細胞の細胞動態の変化を解明する一助となる。 
 
よって，本審査委員会は，本申請論文に博士（歯学）の学位論文としての価値を認める。 
